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野生 鲫鱼 和 五 个 金鱼 代表 品种 
的 肌肉 香 月 电泳 分 析 
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A 摘要 ERAS AB SES h  (Agarose-IEF), SDS-3 Fi tant RE RAK (SDS-PAGE) 
UBRBASEARKMRABRRA, WEE M (Carassius auratus) M 5A E & APM Carassius 
auratus var.) 的 亲缘 关系 进行 了 种 内 分 化 的 比较 研究 。 其 结果 是 ， MEAS S AOA 
蛋白 的 大 量 组 分 是 相似 的 ， 验 证 了 金鱼 由 野生 晴 鱼 演化 而 来 的 推断 ， (2) 在 晴 鱼 演化 到 金鱼 的 过 
程 中 、 出 现 了 一 些 新 的 蛋白 质 成 分 ， 但 也 有 些 蛋 白 组 分 消失 了 ， 并 且 有 从 野生 晴 旬 经 过 金针 鱼 这 
个 中 间 环 节 演 化 到 各 品种 金鱼 的 趋势 ; (3) 从 3 种 电 谈 结 果 的 聚 类 分 析 和 电 闷 图谱 上 可 以 看 出 ， 
野生 晴 鱼 首先 演化 为 金 嫌 ， 再 演化 为 草 金鱼 ， 通 过 金 鲫 、 草 金鱼 两 个 环节 后 发 展 为 文 种 鱼 ， 基 后 
演化 成 龙 种 鱼 (如 红 龙 睛 } 和 和 蛋 种 鱼 ! 如 红头 蛋 鱼 ) 两 个 关系 很 近 的 类 型 。 


Xi] MH. 26, RAR. tik 
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4 (Carassius auratus var.) 起 源 于 中 国 ， 是 探讨 动物 种 内 分 化 的 极 好 材料 ( 陈 横 等 ， 
1959)， 所 以 ， 许 多 学 者 对 其 系统 发 育 很 感 兴 趣 。 前 人 多 从 金鱼 和 野生 疗 鱼 的 相似 性 方面 
验证 金鱼 由 野生 鲫鱼 演化 而 来 ( 王 春 元 等 ，1982; 罗 莉 中 等 ，1982; Matsui, 1934), KF 
肌肉 蛋白 的 单 向 电 访 分 析 ， 已 经 有 人 (Ojima 等 ，1979) 做 过 ， 结 论 是 : 金鱼 和 野生 鲫鱼 的 
结果 完全 相同 。 

O'Farrel(1975) 提 出 了 一 种 高 分 辩 率 的 双向 凝 胶 电 读 技 术 ， 使 得 凝 胶 电 旋 技 术 的 分 辩 
率 大 大 提高 了 。Aquadro 等 (1981) 用 双向 电 福 研究 了 不 同 亚 种 到 不 同 科 的 野 饼 的 进化 趋 异 
水 平 ， 并 求 出 遗传 距离 ; Hirabayashif1981) 对 双向 电泳 方法 进行 了 改进 (在 第 1 向 IEF 中 
FARR ASR RR APR AAS, HER 2 向 电 访 前 不 好 染 色 就 可 分 办 IEF 带 型 的 异 质 性 )， 
并 分 析 了 鸡 骨 骼 肌 蛋 白 。 

本 研究 的 目的 是 利用 琼脂 糖 等 电 府 焦 (Agarose-IEF)、SDS- 京 丙烯 酝 胺 凝 腔 电泳 
(SDS-PAGE) 来 比较 野生 鲫鱼 和 金鱼 的 5 个 代表 品种 的 差异 水 平 ， 并 用 以 琼脂 糖 凝 腋 作 
第 1 向 凝 胖 的 习 向 电 福 技术 作为 对 比 ， 探 讨 人 金鱼 系统 发 育 中 各 品种 的 关系 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 鱼 
野生 鲫鱼 来 自 北 京 市 水 产 公 司 万 泉 庄 渔场 ; SM, AS LE AIL Be 


本 文 1993 年 4 月 6 日 收 到 ， 同 年 1] H 4 Ae 
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鱼 鸟 市 场 ， 红 文 鱼 、 红 龙 有 睛 金鱼 由 中 国 科学 院 发 育 生物 学 研究 所 提供 。 所 有 和 鱼 体重 均 在 
50- 一 65 g 之 间 ， 年 龄 为 2 龄 。 为 叙述 方便 ， 本 文 将 野生 鲫鱼 也 称 为 一 个 品种 。 各 品种 的 代 
号 及 英文 名 称 [ 野 生 鲫 鱼 和 红 龙 睛 金鱼 的 英文 名 称 来 自 罗 者 中 等 (1982)， 其 余 品 种 的 英文 名 
称 系 本 文 作者 译 出 ] 见 表 1。 


表 1 野生 巍 鱼 和 若干 金鱼 品种 的 代号 "和 英文 名 称 
Tab. 1 The codes* and English names of the wild crucian and some goldfish verieties 


品种 名 SEE om RG fe aT 红 龙 睛 £7 3k Be ff 
英文 名 the wild golden grass red wen red dragon- red—head oval 
crucian crucian goldfish goldfish eye goldfish goldfish 
R 号 1 2 3 4 5 6 
* RESAATRADE. 
1.2 样品 制备 


取 鱼 的 峰 鳍 后 基部 到 尾 柄 末端 之 间 的 肌肉 作 材 料 。 新 取 的 肌肉 切 成 碎 块 ， 立 即使 用 或 
TBR T-10C 备用 。 称 取 0.1g 肌肉 ， 在 玻璃 勺 浆 器 中 加 入 4 ml HiG. g hk 
+1.55 g HEDR+13 ul 2- 琉 基 乙醇 +0.045 g AAEM, AFIA ERE 10 ml 充分 匀 浆 
( 冰 浴 中 )。 义 桨 液 在 冷冻 离心 机 (J,-21 Operation, Beckman) 于 1200rpm 离心 15 min. 
上 清 访 存 于 -20C。 

以 鸡 的 胸肌 蛋白 作为 参 比 蛋白 ， 人 代替 标 谁 蛋白 。 参 比 蛋 白 样 品 的 制 法 ， 取 2 kg BR 
鸡 ( 购 于 北京 北太平庄 市 场 ) 的 胸 大 肌 ， 按 鱼 肌 肉 和 蛋白 样 品 的 制备 方法 制备 。[ 注 : 
Hirabayashi(1981) 以 MW( 分 子 量 ) 分 别 为 200kd( 千 道 尔 顿 )、67kd、43kd、25kd 和 
13.7 kd 的 免 骨 骼 肌 肌 球 蛋 白 重 链 、 牛 血清 清 蛋 白 A. WAEA. RE AMR A 和 
RNase A 作 标 记 蛋 白 ， 确 定 了 鸡 胸肌 蛋白 的 分 子 量 。] 

1.3 电泳 

1.3.1 Agarose-IEF 电泳 ”采用 平 林 民众 等 (1988) 的 等 电 聚 焦 (IEF) 方 法 进行 。 共 做 6 根 
管子 ， 每 根 管子 做 1 个 品种 ， 点 样 量 40 a/R RERE 500V, HAA 13h。 国 定 
后 胶 条 中 显示 白色 蛋白 带 ， 可 直接 记录 。 

1.3.2 SDS-PAGE 采用 平 林 民雄 等 (1988) 的 方法 。 点 样 量 为 10 wl/ 样品 模 ( 用 北京 六 
一 仪器 广 的 DYY-T APAFA) ASAE A tid. Bikitial, 20 mA. 
15h: 然后 转 为 40 mA，3.5h。 用 0.25% 考 马 斯 亮 蓝 -45.4% 甲 醇 -9.2% 乙 酸 染 色 液 染色 
l ho 

1.3.3 WALK SRA KEG RES (1988)R9 Hik. HR Agarose-IEF 作为 第 1 meik, F 
FAH 1 次 SDS-PAGE 2 向 电 谈 )。 第 2 同 电 泳 用 鸡 肌 肉 蛋 白 作 标记 ， 同 时 再 用 野生 
鲫鱼 肌肉 蛋白 样品 作对 照 ， 每 个 品种 的 胺 条 横 放 在 平板 电泳 的 加 样 处 进行 电泳 (30 mA, 
lh; 再 换 60mA, Sh), BABA“. 3. 2 SDS-PAGE”, 


2 实验 结果 
2.1 Agarose—IEF 图 谱 分 析 


等 电 聚 焦 结 果 如 图 1。 每 个 胶 条 总 长 9 cm， 各 品种 等 电 聚 焦 得 到 的 总 带 数 是 ，1:， 21 
Hs 2: 18 条 ; 3: 20 条 ; 4; 21 条 ，5，23 条 ; 6: 23 条 。( 往 ， 每 个 胶 条 的 阳极 端 ， 坐 
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70 nh * MR A 15% 
标 几 乎 为 0 的 位 置 ， 都 有 1 条 带 。) 用 公式 
I~F= 1-2 Noy/ (N,+N,) 
N, 为 品种 x 和 y 共 有 的 带 数 ，N. 和 ,是 x 和 y 各 自 的 带 数 。 求 品种 间 的 距离 (Oh-Ishi 
等 ，1989) 见 表 2。 用 类 平均 法 ( 程 书 肖 等 ，1988) 求 类 间距 离 ， 再 聚 类 的 结果 见 表 3 和 图 
Zo 
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ZIN 
0.8 1.6 1.7 1.8 
All 肌肉 蛋白 IEF 图 谱 
Fig 1 IEF isoelectrofocusing spectra of muscle proteins 
2 各 品种 间 的 距离 (IEF 结果 ) RI MAA RUE 结果 ) 
Tab. 2 The distances between every two Tab. 3 Cluster sequence table (by IEF} 
varieties (by IEF) 
品种 2 3 4 5 6 RAK) 类 别 tp 和 qi 类 间距 iDpqi ”新 类 号 人 r) 
1 0.1282 0.1717 0.2195 0.3636 0 3636 1 56 0 5 
2 0.2432 0.3158 6.3500 0 3500 2 3 和 4 0.1220 3 
3 0.1220 6.3023 0 3023 3 1 和 2 0.1282 1 
4 02273 0 2273 4 3 和 5 0.2674 3 
5 0 5 1 和 3 0.3225 1 
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2.2 SDS-PAGE 图 谱 分 析 


Miike Ria 3) 上 看 ， 时 生 遍 鱼 和 5 个 金鱼 品种 的 肌肉 蛋白 组 分 多 数 是 相同 的 ， 这 
与 前 人 (Qjima 等 ，1979) 的 研究 结果 基本 一 致 。 


尽管 如 此 ， 细 微 的 差 
异 还 是 存在 的 ， 在 图 中 分 
子 量 (MW) 在 67—200 kd 
间 的 a、b、c 和 d 等 
处 ， 各 品种 的 相应 带 型 染 
色 深 浅 有 差异 。5 和 6 号 
品种 在 a、b、c 处 的 带 型 
WARR, Sl. 2. 3, 
4 号 有 别 。3、4 号 品种 在 
b 处 的 带 染 色 较 深 ， 与 
1、2、5、6 号 有 差异 ， 
在 d 处 ， 这 两 个 品种 具 
有 迁移 率 不 同 的 双 带 ， 既 
不 同 于 1、2 号 品种 (1 条 
带 )， 也 与 S、6 号 品种 有 
= Fl (HW PR). 
可 见 3、4 号 品种 可 能 关 
系 密 切 。 在 43—67 kd fal 
的 e 带 在 5、6 号 品种 
中 含量 比 其 余 4 个 品种 中 
少 。 在 25 一 43 kd fl 有 
g、h、i 和 j 诸 带 ， 在 各 
品种 中 含量 有 别 ， 且 h 
带 在 2、3、5 和 6 中 很 
浅 ; 品种 1、2、3、4 在 
MW ~43 kd 处 {以 ff 标记 
) 有 1 条 很 宽 而 染色 深 的 
蛋白 带 ， 但 在 S、6 两 品 
种 中 明显 地 呈现 双 带 (这 
提示 其 余 4 个 品种 中 可 能 
也 是 双重 带 ， 只 是 蛋白 含 
量 多 而 相互 遮掩 了 )。 相 
比 之 下 ， 在 2、3、4、 
5. 中 2 号 品种 与 1 号 
品种 在 整个 带 型 分 布 上 较 








和 小 1 4,2 0.4 路 4 05 0.6 
EH 1-F 


2 聚 类 分 析 结 果 {IEF) 


Fig. 2 The result of cluster analysis (by IEF) 


Marker 
200 





图 3 肌肉 蛋白 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 3 SDS-PAGE-gram of muscle proteins 


OO 00D bhttp://www.cqvip.com 


72 动 物 学 WH 15 着 


为 接近 ， 可 能 关系 密切 。 另 外 ,在 上 处， 品种 2 和 3 各 出 现 一 条 戈 交 的 带 ， 而 在 其 余 4 
个 品种 中 未 发 现 。 

如 果 只 考虑 图 3 中 a、b、c、d、e、f、g、h、i、 Rk FIL PICA, H 
把 d、f 等 处 某 些 品种 的 双重 带 视 为 与 其 他 品种 不 同 的 一 条 带 ( 双重 带 与 相应 位 置 其 他 品 
种 的 一 条 带 的 相互 关系 在 本 研究 中 未 弄 清 )， 则 品种 1、2、3、4、5 和 6 具有 的 带 数 分 别 
是 ，10、11、12、11、12 和 12。 运 用 与 “2、1 Agarose-IEF 图 谱 分 析 ” 相 同 的 方法 求 品 
种 间 的 距离 ， 见 琢 4。 用 类 平均 法 求 类 间距 离 ， 再 聚 类 的 结果 见 表 5 和 图 4。 





表 4 各 品种 间 的 距离 (SDS-PAGE 结果 ) RS RAR R(SDS—-PAGE 结果 ) 
Tab. 4 The distances of every varieties Tab. 5 Cluster sequence table 
(by SDS-PAGE) (by SDS-PAGE) 
品种 2 3 4 5 6 EXAKT 类 别 tp Ag) 类 间距 (Dpq) 新 类 号 (r} 

1 00476 0.1429 0.1000 02000 0.2000 1 sG 0 5 

2 0.0909 0.1429 0.2381 0.2361 2 3 和 4 0.0430 3 

3 0.0476 0.1429 01429 3 1 和 2 00430 1 

4 0.1000 4 1 和 3 0.1217 1 

5 Q 5 1 和 5 0.1783 1 


2.3 双向 电泳 图 谱 分 析 

图 5 是 金鱼 肌肉 蛋白 双向 电 
泳 的 模式 图 。 图 中 第 1 向 的 标尺 
是 以 长 度 cm 为 单位 ， 刻 度 值 越 
A, pH RK, pH 范围 在 3 
一 10 间 ; 第 2 向 的 标尺 是 以 鸡 
WILES {Erir UAGE S 
作对 照 ， 单 位 是 kd. 

MBER EG, 6 个 品种 
的 大 部 分 蛋白 组 分 的 位 置 无 大 差 
异 。 每 个 品种 的 双向 电泳 结果 均 
可 得 到 100 个 以 上 的 蛋白 斑点 。 


种 


a 
aa 





0 0,02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 O 20 


距离 1-F 


这 里 只 选取 分 办 最 请 楚 的 若干 个 
图 4 聚 类 分 析 结 果 (SDS-PAGE) . 点 对 6 个 品种 进行 比较 ， 比 较 
Fig. 4 The result of cluster analysis (by SDS-DAGE) 结果 如 表 6。 表 中 各 蛋白 组 分 在 


， 双向 电 访 图 谱 中 的 位 置 [第 1 向 
迁移 距离 (cm)， 第 2 向 MW(kd)): S, 系列 (2.45，67 一 200); B, C. D #(2.5, 43—67) 
F 斑点 (3.0，43 一 67) O, P, R, S PUAR(1.0—3.0, 13.7—43); Q 斑点 (0.4，13.7 一 25); 
T' 斑 点 (1.7，13.7 一 25)。 
双向 电 访 结 果 显 示 出 的 差异 ， 可 以 说 明 系统 发 育 过 程 中 ， 由 野生 鲫鱼 经 过 金 鲫 演 化 为 
其 他 金色 品种 的 过 程 。 在 这 一 过 程 中 ， 新 出 现 了 一 些 蛋 白 (S| 系列 ，B、C. DHA, FR 
A, TRA), MAME A(Q BAS HET. 
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3 讨论 

3.1 目 以 上 阶 元 的 划分 是 依据 其 结构 基因 型 ， 所 以 在 一 个 较 高 阶 元 的 动物 起 源 时 ， 必 然 
要 有 一 定 比 例 的 特有 结构 :而 科 以 下 的 分 类 阶 元 ， 其 形态 特征 要 以 一 定 的 结构 基因 为 基 
础 ， 随 起 源 时 间 由 早 到 晚 ， 不 同类 群 间 共有 蛋白 比例 越 来 越 大 ， 这 是 一 种 趋同 效应 { 王 宗 
EF, 1988), M SDS-PAGE 结果 看 ， 到 了 鲫鱼 种 内 的 亚 种 级 ， 其 肌肉 蛋白 的 成 份 大 部 
分 相同 ， 即 共有 蛋白 占 优 势 ， 这 是 金鱼 起 源 于 野生 鲫鱼 的 有 力 证 据 。 


ist Dime. cm 








0 1 7 8 9 
200 一 一 
= pori i 
— w ar À 
a B „© F E be 
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图 5 FAA Ee Be A ge] H bk E H BE 


Fig. 5 The protein spots appearing ın two-dimensional electrophoresis for comparison 


R6 各 品种 部 分 蛋白 组 分 双向 电泳 结果 比较 
Tab. 6 Two-dinensiona] electrophoretic comparison of some protein 


component parts among varieties 
品种 1 品种 2 品种 3 品种 4 品种 5 品种 6 & 福 
7 = + + + + ”品种 1 中 在 相应 位 置 只 有 上 个 班 点， 品种 2 在 
相应 位 置 只 有 儿 个 张 点 ， 未 排列 成 系列 。 
B, C, DH - - + + + + 品种 1 PERET RSE, MAAS 
Ree ei 品种 2 PRID OC 点。 


8, 系列 


F 斑点 = = + + + + 

O, P, R, 54A + + + + 十 + 品种 2 中 分 不 济 R, SHEA, BERRE, E 
PAS RR A o 

QR + = 一 - ~ 

TAEA = E + + + + 





3.2 Agarose~IEF 结果 (图 1) 表 明 ， 金 鲫 与 野生 鲫鱼 亲缘 关系 最 近 ， 然 后 是 草 爹 鱼 ， 再 
演化 为 红 文 鱼 、 红 龙 睛 金鱼 和 红头 蛋 鱼 ， 红 龙 睛 金鱼 和 红头 蛋 鱼 之 间 看 不 出 差异 。 这 些 关 
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SS o a a A a 
系 反映 在 1-F 值 上 。 从 聚 类 图 (图 DEA, 3 4. 5A 6AA MPRA KET=4 F) 
这 个 结果 证 明了 野生 鲫鱼 通过 金 鲫 演化 为 金鱼 其 他 品种 的 推断 ， 也 支持 金鱼 的 文 、 龙 、 蛋 
品系 由 草 金 鱼 { 品 种 ASEE, 1959; 王 春 元 等 ，1983)。 

3.3 M SDS-PAGE 图 谱 ( 图 3) 上 可 以 看 出 ， 金 鲫 与 野生 鲫鱼 的 带 型 最 相似 { 因 此 在 聚 类 
谱系 (图 4) 中 ， 它 们 聚 为 一 类 ]， 验 证 了 野生 晤 鱼 首 先 演化 为 金 鲫 的 推断 ;， 同 时， 从 金 鲫 与 
草 金 鱼 共 有 卡带 ， 以 及 从 金 鲫 到 草 金 鱼 、 再 到 红 文 鱼 d 处 带 型 的 变化 ( ASM 1 条 到 后 
两 个 品种 的 两 条 ) 上 ， 可 以 说 明 ， 章 金鱼 从 金 鲫 演化 而 来 ， 又 演化 出 文 种 鱼 。 而 从 聚 类 结 
果 ( 图 4 上 看 ， 草 金鱼 与 红 文 鱼 聚 为 一 类 ， 可 能 关系 密切 。 红 龙 睛 金鱼 和 红头 蛋 鱼 聚 为 一 
类 ， 而 其 余 品 种 诊 为 一 大 类 ; 并 且 在 电泳 图 谱 上 ， 这 两 个 品种 又 与 红 文 鱼 具有 相似 的 带 ! 
E d 处 都 呈现 双重 带 )。 所 以 ， 文 种 鱼 可 能 较 早 地 由 草 金 鱼 起 源 ， 而 后 经 过 一 个 时 期 ， 才 
由 文 种 鱼 演 化 到 两 个 近 缘 品系 一 一 龙 种 鱼 和 蛋 种 鱼 { 如 表 5， 红 龙 睛 金鱼 和 红头 蛋 鱼 的 距 
离 为 0)。 

3.4 从 双向 电 访 结果 {图 5， 表 上 看 ， 野 生 鲫 鱼 和 人 金 鲫 、 草 金鱼 和 红 文 鱼 、 红 龙 睛 金鱼 
和 和 红头 蛋 鱼 之 间 的 关系 相当 密切 、 这 与 Agarose-lEF 和 SDS-PAGE 的 结果 一 致 。 并 且 
从 表 6 也 看 出 双向 电 永 与 等 电 聚 焦 结 果 ( 图 3) 的 一 致 性 ， 草 金鱼 、 红 文 鱼 、 红 龙 睛 金鱼 和 
红头 蛋 鱼 4 个 品种 有 较 多 的 相似 性 。 

综 上 所 述 ，3 种 电泳 的 研究 结果 ， 证 明了 野生 鲫鱼 经 过 金 鲫 沉 化 为 金鱼 其 他 品种 的 推 
断 ， 也 支持 金鱼 的 文 种 、 龙 种 、 蛋 种 品系 由 草 金 鱼 演化 而 来 的 推论 ( 陈 杭 ，1959; Be, 
1959; 王 春 元 ，1983)。 需 要 进一步 探讨 的 是 ， 究 竟 是 由 金 鲫 经 过 较 大 变异 后 形成 了 草 金 
鱼 ， 再 由 此 演化 为 其 他 品种 (IEF REE RAM KAR), REARS aire 
之 后 ， 才 产生 了 更 大 的 变异 (SDS-PAGE RXR) 

我 们 认为 ， 特 几 种 电泳 方法 所 得 的 结果 综合 在 一 起 进行 分 析 ， 比 单纯 一 种 方法 更 能 说 
明 金 鱼 系 统 发 育 的 问题 。 

早 在 1959 年 ， 动 物 学 会 第 一 任 理 事 长 陈 相 教 授 就 出 版 了 《金鱼 的 家 化 与 变异 》 一 
书 ， 根 据 古 籍 中 的 有 关 资 料 ， 探 讨 了 金鱼 的 家 化 过 程 及 各 寺 期 金鱼 品种 的 形成 因素 ; 并 从 
形态 人 性状 分 析 中 ， 提 出 了 金鱼 系统 发 育 的 论述 。 在 陈 桢 教授 诞生 100 周年 之 际 ， 复 以 此 文 
表示 纪念 。 
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AN ANALYSIS OF THE MUSCLE PROTEINS OF THE WILD 
CRUCIAN (Carassius auratus) AND FIVE REPRESENTATIVE 
VARIETIES OF GOLDFISHES (C. auratus var.) 

BY ELECTROPHORESIS METHODS 


Liang Qianjin Peng Yixin 


(Department af Biology. Beijing Normal University 100875) 
Abstract 


In this exploration, agarose isoelectrofocusing, SDS—Polyacrylamide gel electrophoresis 
and two— dimensional electrophoresis method by their combination were used for the compar- 
ative study of introspecific evolutionary relationship of the wild crucian and five varieties of 
goldfishes. The results as follows. 

(1) A great quantity of the muscle proteins of the wild crucian and the goldfishes are 
similar, which verifies the inference that goldfishes were evolved from the wild crucian. (2) 
In course of the evolution from the wild crucian to goldfishes. appeared some component 
parts of proteins, and some disappeared, and moreover, there is a tendency of this evolu- 
tion, golden crucian being the transitional link. (3) It’s shown by the results of the cluster 
analyses and patterns of electrophoreses that the wild crucian has evoled, first to golden 
crucian, second to grass goldfish. Through these two links, it has evoled to wen 
goldfishes, and at last, two close groups. dragon—eye goldfishes (such as red dragon—eye 
goldfish) and oval goldfishes (such as red—head oval goldfish) have emerged. 

Key words Wild Crucian (Carassius auratus), Goldfishes (Carassius auratus  var.), 


Phylogeny, Electrophoresis 


